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摘要 ”本 文 使 用 聚 丙烯 酰胺 瞻 胶 盘 状 电泳 等 技术 测定 棉铃 虫 Heliothis armigera 感染 核 型 多 角 体 病 
毒 后 血 淋 巴 蛋 白 浓度 和 和 蛋白 类 型 的 变化 。 5 龄 初期 感 病 幼虫 血 淋 巴 蛋白 总 浓 产 在 感染 后 1 一 3 RRB LA, 
到 第 4 天 下 降 ; 同期 的 健康 幼虫 血 淋 巴 蛋白 浓度 却 持续 上 升 。 血 淋 巴 蛋白 类 型 的 变化 是 : (1) 普通 蛋白 在 
健康 幼虫 中 至 少 有 13 条 宽 罕 不 同 的 带 , 而 感 病 幼虫 在 感染 后 前 3 天 与 健康 幼虫 无 大 区 别 , 但 感 病 后 第 4 天 
蛋白 带 主 带 减少 ; (2) 糖 蛋白 的 带 数 在 健康 幼虫 中 随时 间 增 长 而 增加 ,每 条 带 的 浓度 也 随 之 增加 ; 感 病 幼 虫 
BRAN, KAREAR. C) 感 病 幼 虫 忠 蛋 所 的 变化 几乎 和 健康 幼虫 无 区 别 。 健 
上 康 与 感 病 幼虫 血 淋 巴 萤 光 物质 的 变化 趋势 亦 不 同 。 但 二 个 毒 株 感 病 幼 虫 血 淋 巴 蛋白 之 间 的 差异 不 明显 。 


前 言 


昆虫 血 淋 巴 是 昆虫 循环 系统 的 主要 组 成 部 分 ， 其 蛋白 质 的 变化 是 昆虫 新 陈 代谢 正常 
与 否 的 一 个 指标 。 通过 对 感 病 民 虫 血 森 巴 蛋 日 的 研究 可 以 了 解 病毒 在 寄主 组 织 内 复制 时 
让 淋巴 中 蛋白 质 的 变化 。 已 经 知道 在 核 型 多 和 角 体 病 感 染 时 脂肪 体 是 最 敏感 的 复制 场所 
(Adams et al., 1968; Vail et 21l.，1969); 而 在 昆虫 正常 代谢 中 ,脂肪 体 又 是 血 淋 巴 蛋白 合 
成 和 分 让 的 中 心 〈Shigematsu，1958)。 对 感 病 后 血 淋 巴 蛋白 的 研究 可 间接 证 明 感 染 脂 肪 
体 中 蛋白 分 解 和 合成 的 改变 ;幼虫 发 育 后 期 脂肪 体 合成 血 淋 巴 的 活性 较 高 ,感染 幼虫 在 此 
时 期 内 血 淋 巴 蛋白 变化 最 大 ， 也 最 能 反应 感 病 后 脂肪 体 代谢 的 能 力 (Van der Greest et 
al., 1969)。 国 外 对 感染 核 型 多 角 体 病 后 血 淋 巴 变化 的 研究 早 有 报道 (Bergold et al., 1947; 
Shigematsu ct al., 1958; Martignoni et al., 1964; Aizawa, 1958; Watanabe, 1967; Van der 
Greest et al.，1969)。 但 大 都 属于 血 淋 巴 蛋白 浓度 或 类 型 的 单项 研究 , 直到 七 十 年 代 才 有 
A CYoung et al., 1971) 把 二 者 有 机 地 联系 在 一 起 。 本 文 对 比 了 感染 前 后 棉铃 虫 血 淋 巴 
的 变化 ,并 将 此 种 变化 用 于 鉴定 相近 二 个 病毒 株 导 致 的 病变 上 。 


材料 

1. 棉铃 虫 虫 种 ”从 北京 郊区 采集 由 本 实验 室 用 半 人 工 饲 料 饲养 的 健康 棉铃 虫 幼虫 。 

2. 棉铃 虫 病毒 种 ”江苏 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 系 由 复旦 大 学 生物 系 昆虫 教研 组 提 
供 ; 袖 北 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 由 衫 北 华中 师范 学 院 生物 系 昆虫 病毒 教研 组 供给 。 


3. 病毒 多 角 体 的 纯化 5 龄 初期 幼虫 用 含 1 x 10’ ZAFERE ATHER 
染 (口服 ) 致 死 , 死 虫 加 水 研 碎 后 多 层 纱布 过 滤 , 滤 液 用 多 种 速度 离心 (500, 1000, 2000, 


ART 1980 年 1 月 收 到 。 
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4000 2/5) ) ,获得 较 纯 的 多 角 体 , 置 4°C 冰箱 内 备用 。 
4. 血 淋 巴 样品 的 制备 ”新 脱皮 的 5 龄 幼虫 喂食 合 有 1.5 x 10 多 角 体 /毫升 的 半 人 工 

饲料 。 感 染 1、2、3、4 天 后 的 幼虫 剪 腹 足 取 血 淋巴 ,经 3,500 转 / 分 离心 ,上 清 液 置 0°C 冰 

箱 内 保存 备用 。 对 照 棉铃 虫 咀 食 无 病毒 的 半 人 工人 饲料 ,按司 样 时 间 和 方法 取 正 常 血 淋巴 。 
方法 

1. 血 淋 巴 蛋白 总 浓度 的 测定 

采用 改进 的 Folin 试剂 法 (Lowry et al., 1951): Bl 30 微 升 血 淋 巴 上 清 芒 用 重 蒸 水 
稀释 200 倍 , 吸 1 SH MRR ATR ARPES BRS 毫升 ，10 分 钟 后 再 加 入 05 
毫升 Folin RED, 38°C 水 浴 保 温 30 分 ,在 国产 721 型 分 光 光 度 计 比 色 , 比 色 波 长 为 680 
上 毫 微 米 。 用 结晶 牛 血 清和 蛋 白 ( 上 海 东 风 试 剂 三 出 品 ) 作 标准 曲线 。 

2. ARPA Weis Bt Hie ae BCAA E bk 

1) 电泳 

REE SMD RR SEES, 1975) 的 方法 进行 : 每 管 加 样 量 为 5 一 10 ik 
Fr s BERR EEA 7.5% 5 缓冲 液 选 用 Tris- 甘 氨 酸 系统 , pH8.6; 电泳 在 室温 下 进行 ， 电 该 为 

3 毫 安 / 管 ;时间 1 一 1.5 小 时 。 

2) RE 

a. 普通 蛋白 的 染色 : 1% SUPE Ra 用 125% SAA 20 倍 后 染色 2 小 
时 , 倾 去 染 液 , 再 用 7.5% 三 氯 栈 酸 脱色 。 普 通 蛋 白 被 染 成 深蓝 色 。 

b. 糖 蛋白 的 染色 : KRHA 25% 过 碳酸 钠 醋 酸 混合 液 氧 化 8 hif, iA RER, 
AEREA MAR. AAA Folin 试剂 染色 8 小 时 (4°C KAA BET). MRS EEE 
AREA, BEA RAR Eo 

o 脂 蛋 白 的 染色 : 将 样品 预先 和 苏丹 黑 B 酒精 饱和 液 按 1:10 或 1:5 的 比例 混合 ， 
于 4s 冰箱 过 夜 。 电 泳 后 用 7.5% 三 握 醋 酸 固 定 脱色 。 脂 蛋白 被 染 成 棕色 。 

3. Bt MA Me 

30 AA LAE, ARA eR KP 200 倍 , 放 入 意大利 Optia 115 WEI DI E 
讨 内 比 色 。 激 发 峰 为 350 ZMK, HEH 420 毫 微米 。 


结果 和 讨论 


一 、 血 淋巴 蛋白 总 浓度 的 变化 

图 1 表示 二 个 毒 株 感 病 幼 虫 及 对 照 幼 虫 血 淋巴 蛋白 总 浓度 的 变化 。 感 病 幼 虫 血 淋巴 
鸥 蛋白 总 浓度 在 整个 发 病 过 程 中 都 低 于 健康 幼虫 。 健 康 幼虫 的 血 淋 巴 蛋白 总 浓度 逐日 增 
加 ,可 从 第 1 天 的 20 毫克 /毫升 增 至 第 4 天 的 41.8 毫克 /毫升 。 感 病 幼 虫 的 蛋白 量 从 第 1 
天 到 第 3 天 只 增加 了 4 毫克 /毫升 ， 到 第 4 天 反而 下 降 。 上 述 结果 与 Martignoni et al, 
《1964) 和 Young et al.,《1970) 结 论 相同 , 即 感 病 幼虫 血 淋 巴 蛋白 浓度 趋向 于 减少 。Shige 
matsu (1958), Price (1966;1969)、Chippendale (1969) 等 人 曾 使 用 电 访 和 同位 素 标 记 等 方 
HHR A (Bombyx mori), HRB (Calliphora erythocephala) 和 大 菜 粉 蝶 (Pieris brassicae) 
的 脂肪 体 组 织 与 血 淋 巴 蛋白 之 疗 有 着 密切 的 关系 。 即 脂肪 体 合成 的 蛋白 质 在 一 定时 期 释 
放 到 血 淋 巴 中 去 。 脂肪 体 又 可 将 血 淋 巴 中 的 蛋白 贮存 以 供 变态 之 用 。 并 证 明 家 和 (Bomeyx 
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mori) 脂肪 体 释放 到 血 淋 巴 中 的 蛋白 有 2 种 ， 
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血 淋 巴 蛋白 浓度 (mg/ml) 


N 
© 





图 1 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 


感染 后 5 龄 幼虫 
血 淋 巴 蛋白 浓度 的 变化 


c 健康 幼虫 s 江苏 棉铃 虫 病毒 感染 的 幼虫 
w. 湖北 棉铃 虫 病毒 感染 的 幼虫 
带 共 有 9 条 ,第 2 天 出 现 新 的 弱 带 ,蛋白 带 增 
的 浓度 加 重 ， 这 是 因为 5 龄 幼虫 血 淋 巴 中 蛋 
量 蛋 白带 浓度 的 增加 (Young et al.，1971)。 











学 报 24 着 


分 别称 为 GAG 球 蛋 白 。 根 据 它们 的 这 种 
关系 不 难看 出 由 于 核 型 多 角 体 病毒 是 在 脂肪 
体内 进行 复制 的 ， 感染 期 间 脂 肪 休 的 正常 功 : 
能 受到 因 病 毒 增殖 而 引起 的 阻碍， 释放 到 血 . 
淋巴 中 的 蛋白 质 大 大 减少 ， 故 随 着 病程 的 发 
展 血 淋 马 的 总 蛋白 浓度 增加 不 多 ,而 到 第 4 天 
因 大 部 分 脂肪 组 织 均 被 感染 ， 其 正常 机 能 
完全 破坏 ， 加 之 病 毒 本 身 还 要 不 断 吸取 脂肪 
体内 的 蛋白 满足 合成 病毒 蛋白 的 需要 (Young: 
1971; Van der Greest et al., 1969), [AL 
此 出 现 血 淋巴 蛋白 总 量 降 到 最 低 点 的 情况 。 
但 从 图 1 却 看 不 出 二 个 病毒 株 感 染 后 寄主 血 
淋巴 浓度 之 间 的 明显 区 别 。 

二 、 血 淋巴 和 蛋 自 类 型 的 变化 

a. 普通 蛋白 

图 2a 中 可 看 出 第 1 RR RA SS 
至 13 条 以 上 , 且 泳 动 率 低 的 高 分 子 量 恒 白带 
白 浓度 的 增加 主要 表现 在 泳 动 率 低 的 高 分 子 

第 4 天 在 泳 动 率 低 的 高 分 子 量 蛋 白带 中 出 








et al., 














现 几 条 新 带 (最 明显 的 为 图 2a 中 P 带 )。 感 病 幼 虫 的 蛋白 带 在 第 1、2、3 天 中 均 与 健康 幼 


虫 相似 ， 只 是 每 条 带 均 较 弱 ， 说 明 浓 度 较 低 
TASTERA 




















而 在 感 病 幼虫 中 这 些 带 的 消失 可 能 是 因为 病 


带 浓 度 变 小 外 ,在 健康 幼虫 中 出 现 的 泳 动 率 低 的 主 带 
带 (图 2a)。 这 些 带 曾 被 认为 是 构成 多 角 体 蛋白 的 主要 材料 (Van der Greest et al., 


直至 第 4 天 表现 出 蛋白 类 型 的 不 同 , 除 几 
部 分 消失 ,特别 是 P 
1969)。 
毒 在 脂肪 体内 复制 ， 吸 取 了 脂肪 体内 的 蛋白 





为 曹 造 多 基体 蛋白 之 用 。 图 2a 中 二 个 不 同 毒 株 的 血 淋 巴 蛋白 类 型 的 变化 几乎 相同 。 
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图 2b 健康 幼虫 Co) 及 湖北 (w)、 江苏 (s) 杭 铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 感染 幼虫 的 血 淋 巴 糖 蛋白 电 
HA. 1.2.3.4 为 感染 后 的 天 数 。 
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2c 健康 幼虫 Cc) 及 湖北 Cw), 江苏 (s) 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 感染 幼虫 的 血 淋 巴 脂 蛋 
白 电 泳 图 。1、2、3、4 为 感染 后 的 天 数 。 
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b. 糖 蛋 白 
糖 蛋 白 为 复合 蛋白 ， 在 感 病 过 程 中 可 观察 到 幼虫 血 淋 巴 中 糖 蛋 白带 数 的 减少 和 浓度 


的 降低 。 结 果 与 Young et al (1971) 的 报道 相似 , 但 带 数 较 少 。 健 康 幼虫 的 糖 蛋 白 在 4 
天 内 由 1 条 增 至 5 条 , 主 带 的 浓度 也 逐日 增加 ;但 感 病 幼 虫 中 第 3、4 天 只 出 现 3 条 带 。 且 
浓度 降低 (图 2b)。 二 个 不 同 病 毒 株 的 血 麻 巴 糖 蛋白 变化 也 基本 一 致 


c， 脂 蛋白 

脂 蛋白 的 变化 与 Komano et al.(1966) 和 Young et al. (1971) 的 结论 均 不 同 。 健 康 
和 感 病 幼虫 血 淋 巴 内 脂 蛋 白 的 区 带 在 4 天 中 的 变化 完全 相同 ， 仅 有 一 条 访 动 率 低 的 罕 带 
《图 2c)。 脂 和 蛋白 不 发 生变 化 的 原因 可 能 有 二 : 一 是 用 蛋白 代谢 不 受 核 型 多 角 体 病毒 复 
制 的 影响 ; 二 是 脂 蛋 白 为 复合 蛋白 ， 分 子 量 较 大 ， 本 实验 使 用 的 聚 丙 烯 酰胺 比 胶 浓度 不 
太 适 用 ， 致 使 效果 不 明显 。 从 上 述 结果 看 出 血 淋 巴 蛋白 浓度 和 蛋白 类 型 变化 的 一 致 性 。 
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这 些 蛋 白带 浓度 的 总 和 就 是 血 淋 巴 蛋白 浓度 的 总 量 ; 而 血 淋 巴 蛋白 总 浓度 的 增加 和 减 

5 少 又 反映 在 每 个 蛋白 带 浓度 的 增加 和 三 少 
| 上 。 

三 、 血 淋巴 中 莹 光 物 质 的 变化 

蛋白 中 能 发 莹 光 的 成 分 为 色 和 毛 酸 和 酷 氨 
酸 ( 陈 国 珍 , 1975)。 昆 虫 血 淋 巴 中 丰富 的 酷 
毛 酸 与 脱皮 时 的 黑 化 有 关 。 从 图 3 看 出 健康 
幼虫 成 长 中 酷 氨 酸 的 量 趋 于 减少 ， 而 感 病 幼 
虫 却 表现 为 增加 。 此 结果 与 Van der Greest 
et al. (1967) 的 结果 一 致 。 这 种 变化 和 病毒 
复制 之 间 存 在 着 何 种 关系 还 不 太 清 楚 ， 但 
Shapiro et al. (1971) 曾 报道 感染 核 型 多 角 体 
病 的 幼虫 血 淋 巴 中 酷 氨 酸 的 增加 与 病毒 蛋白 


血 淋 巴 中 理光 物质 量 ( 间 位 /mi) 





2 3 4 
: BRIERE) 


图 3 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病 素 感染 后 血 淋 巴 


中 萤 光 物质 的 变化 和 多 角 体 蛋白 的 合成 有 关 。 本 实验 结果 表明 
c. 健康 幼虫 s 江苏 棉铃 虫 病毒 感染 的 幼虫 感染 核 型 多 角 体 病毒 的 幼虫 血 淋 巴 蛋白 的 变 
we BEB SLSR AR RS Sr 化 与 健康 幼虫 的 不 同 。 而 二 种 病毒 株 感染 幼 


虫 之 间 血 淋巴 蛋白 变化 的 差异 不 显著 。 血 淋巴 蛋白 的 病理 变化 是 否 可 以 作为 核 型 多 角 体 
FAS MRSA ARAKI, RAT BD REE RO 


S % x R 
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HEMOLYMPH PROTEIN CHANGES OF HELIOTHIS ARMIGERA 
(HÜBNER) AFTER INFECTION WITH NUCLEAR 
POLYHEDROSIS VIRUSES 


Dina TsvEY Tsar SITU-YU 


(Institute of Zoology, Academia Sinica) 


The hemolymph proteins of the fifth instar larvae of the cotton bollworm, Heliothis 
armigera, were investigated after infection with nuclear polyhedrosis viruses. The con- 
centration of hemolymph protein in diseased larvae was found to be lower than that 
in the healthy ones during the course of the disease. The concentration of protein in 
healthy larvae increased rapidly for four days while that in diseased larvae increased 
slightly until the 3rd day and decreased on the 4th day. 

Disc-electrophoresis of the hemolymph on 7.5% acrylamide gels showed that the 
changes of the hemolymph protein pattern in healthy and diseased larvae differed in 
several respects: 

(1) General protein. At least 13 protein bands were found in the healthy larvae. 
The same number of bands was found in the diseased ones in the first 3 days, although 
the portein concentration in these bands was much less than in the healthy larvae. On 
the 4rt day, there was a decrease in the major bands of the diseased larvae. 

(2) Glycoprotein. Glycoprotein concentration in the healthy larvae showed a 
increase whereas there was a decrease in the diseased larvae. Special staining techni- 
ques revealed that five glycoprotein bands were present in the healthy larvae and 
three bands in the diseased ones. 

(3) - Lipoprotein. The results of lipoprotein change in healthy and diseased larvae 
were similar. Only one lipoprotein band was found in both of them. 

The difference of fluorescent substance of the hemolymph in healthy and diseased 
larvae could be detected. 

Little difference could be detected in the hemolymph protein changes between larvae 
infected with the two strains of nuclear polyhedrosis virus. 


